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POVZETEK 
Mikroskopija je znanost, katere začetki segajo daleč v 17. stoletje. Bila je prva, ki je 
omogočila opazovanje različnih majhnih objektov, ki s prostim očesom niso vidni. V osnovi 
se tehnika opazovanja ni veliko spreminjala, saj je bila velikost opazovanih objektov z 
uklonom svetlobe omejena na približno 200 nm. Pri večjih povečavah se svetlobni žarki 
uklonijo čez rob odprtine v mikroskopu in povzročijo zabrisano sliko opazovanega objekta. 
Govorimo o problemu ločljivosti optične mikroskopije, ki so ga znanstveniki v zadnjih 
desetletjih uspeli rešiti z razvojem super-ločljivostnih metod. Med te metode spada 
mikroskopija z vzbujenim praznjenjem emisije (STimulated Emission Depletion, STED), ki 
se v naravoslovnih vedah uporablja za opazovanje objektov nanometrskih velikosti. Pri tej 
metodi potrebujemo za selektivno opazovanje želenih objektov posebne fluorescentne 
sonde. Te fluorescentne sonde se razlikujejo po foto-fizikalnih lastnostih in po specifičnosti 
za vezavo na izbrane tarčne sestavine v vzorcu, zato jih je treba skrbno načrtovati glede na 
želeno uporabo. Primernih sond ni veliko, to pa prestavlja glavno oviro omenjene metode.  
V magistrski nalogi smo načrtovali in sintetizirali fluorescentne sonde za opazovanje 
lipofilnih celičnih struktur, ki bi bile primerne za STED. Za osnovo smo si izbrali nilsko 
rdeče in nilsko modro barvilo, ki se uporabljata v celični biologiji in histologiji. Pri nilsko 
rdečih derivatih smo osnovni benzofenoksazinski obroč modificirali tako, da se barvilo 
umešča v tekoče kristale in lipidne kapljice. Poskušali smo tudi s sintezo okoljsko občutljive 
membranske sonde na osnovi kumarinskega skeleta, ki bi omogočila razlikovanje med 
različno polarnimi območji celične membrane. Na žalost nam njena sinteza ni uspela.   
Dvema uspešno sintetiziranima sondama smo s spektrofotometrom in spektrofluorimetrom 
izmerili ekscitacijska in emisijska spektra, ki nakazujeta, da bi bili sondi primerni za STED 
mikroskopijo, kar so nato potrdili na Institutu Jožef Stefan. Ugotovili so, da sta se sondi 
odlično vmešali v tekoče kristale in sta primerni za STED mikroskopijo. V prihodnosti ju 
bodo preizkusili še na lipidnih kapljicah.  
 
Ključne besede: fluorescentne sonde, STED mikroskopija, nilsko rdeče barvilo, nilsko 
modro barvilo, kumarin  
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ABSTRACT 
Microscopy is a field of science which dates back to the 17th century. It was the first science 
to allow observation of various small objects that are invisible to the naked eye. The 
observation technique did not change much during history since the size of the observed 
objects was limited with the diffraction of the light (approximately to 200 nm). At larger 
magnification the light rays bend around the corners of the aperture inside the microscope 
causing a blurred image of the observed object. This is the so called problem of resolution 
in optical microscopy. Gratefully, the scientists were able to solve it with the development 
of super-resolution methods in the last few decades. One of this methods is called 
STimulated Emission Depletion (STED) microscopy and it's used to observe objects of 
nanometric scale. This method requires specifically designed fluorescent probes. These 
fluorescent probes differ according to photo physical properties and binding specificity for 
the selected target structures in the sample, that’s why we need to carefully design them in 
accordance with the desired use. This is the main obstacle of aforementioned method.  
During the research work for the thesis, we designed and synthesized lipophilic fluorescent 
probes suitable for STED microscopy of lipophilic cellular structures. Our probes are based 
on Nile red and Nile blue dyes which can be used in cellular biology and histology. We were 
able to modify their benzophenoxazine scaffolds in order to make the molecules able to 
interfere with liquid crystals and lipid droplets. We also tried to synthesize an environmental 
sensitive membrane probe, a derivative of coumarins. We wanted to make a probe which 
would make the differentiation between different polar areas of the cellular membrane 
possible. Unfortunately, we weren’t able to successfully produce the desired product.   
Two successfully synthesized probes expressed favourable photo physical properties and 
were sent to the Institute Jožef Stefan for further evaluation. They tested the use of our probes 
in STED microscopy. They concluded that both probes perfectly intertwined with liquid 
crystals. Furthermore, they are going to test the probes on liquid droplets as well.  
 
Key words: fluorescent probes, STED microscopy, Nile red dye, Nile blue dye, coumarin 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ACN    acetonitril 
BODIPY  bor-dipirometen; angl. boron-dipyrromethene  
DKM   diklorometan 
DMF    dimetilformamid; angl. dimethylformamide 
DMSO   dimetilsulfoksid; angl. dimethyl sulfoxide 
DNK    deoksiribonukleinska kislina 
CB5    4-Ciano-4'-pentilbifenil; angl. 4-Cyano-4'-pentylbiphenyl 
EDG    elektron donorska skupina; angl. electron donating group  
ESI ionizacija z razprševanjem v električnem polju; angl. electrospray ionization 
EWG elektron akceptorska skupina; angl. electron withdrawing group 
FAD    flavin adenin dinukleotid; angl. flavin adenine dinucletotide 
GFP    zeleni fluorescentni protein; angl. green fluorescent protein  
GSD mikroskopija s praznjenjem osnovnega stanja; angl. ground state depletion 
microscopy 
HESI ionizacija s segrevanim elektrorazprševanjem; angl. heated electrospray 
ionization 
HRMS masna spektrometrija visoke ločljivosti; angl. high resolution mass 
spectrometry  
IR    infrardeče sevanje; angl. infrared radiation 
MF    mobilna faza 
MS    masna spektrometrija; angl. mass spectrometry 
NADH reducirana oblika NAD – nikotinamid adenin dinukleotid; angl. nicotinamide 
adenine dinucleotide 
 
VI 
NMR   jedrska magnetna resonanca; angl. nuclear magnetic resonance 
(f)PALM  angl. photo-activated localization microscopy 
RESOLFT reverzibilna nasičena optična fluorescenca prehoda; angl. reversible 
saturable optical fluorescence transitions 
Rf     retencijski faktor 
STED mikroskopija z vzbujenim praznjenjem emisije; angl. stimulated emission 
depletion 
STORM  angl. stochastic optical reconstruction microscopy 
TLC    tankoplastna kromatografija; angl. thin-layer chromatography 
TMS    tetrametilsilan 
UV    ultravijolična 
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1. UVOD 
1.1.  Fotoluminiscenca  
Luminiscenca je spontana emisija svetlobe katerekoli snovi, ki ni povzročena s toploto. 
Glede na njen izvor, jo delimo na več vrst, med katerimi so bolj znane 
elektroluminiscenca, kemiluminiscenca in fotoluminiscenca. Osredotočili se bomo na 
fotoluminiscenco, ki nastane zaradi obsevanja snovi s svetlobo določene valovne dolžine. 
Pri tem snov absorbira fotone in preide v višje energetsko stanje, med vračanjem v 
osnovnega pa fotone odda, kar opazimo bodisi kot fluorescenco ali fosforescenco. Oba 
pojava sta shematsko prikazana z diagramom Jablonskega na sliki 1. (1) 
 
Slika 1. Energijski diagram Jablonskega 
Fluorescenca 
Fluorescenca je pojav, ki predstavlja relaksacijo zunanjega elektrona iz singletnega 
vzbujenega stanja S1 v osnovno stanje S0. Na sliki 1 lahko opazimo, da se elektroni pred 
ekscitacijo nahajajo na najnižjem energijskem nivoju – v osnovnem stanju S0. Ko foton z 
določeno energijo zadene elektron, ta absorbira energijo fotona in preide v t.i. vzbujeno 
stanje. Pri tem se spin med vzbujanjem ohrani, tako da je elektron v vzbujenem stanju 
sparjen s tistim v osnovnem, ki ima obraten spin. Da bi se elektron vrnil v osnovno stanje, 
mora najprej sprostiti nekaj presežne energije s konformacijskimi spremembami znotraj 
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molekule (prehaja med vibracijskimi stanji), da preide do najmanj vzbujenega stanja S1. 
To imenujemo tudi interna konverzija, ki poteče v 10-12 s in je veliko hitrejša od procesa 
fluorescence (10-8 s), zato se zgodi pred emisijo svetlobe. V tem času lahko pride tudi do 
sprostitve energije na račun interakcij z okoliškimi molekulami topila. Ta proces 
imenujemo zunanja konverzija. Šele zatem se lahko preostala energija sprosti v obliki 
emisije fotona oziroma fluorescence. Energija oddane svetlobe je zaradi omenjenih izgub 
vedno nižja od absorbirane, zato ima tudi daljšo valovno dolžino. (1,2,3) 
Valovna dolžina oddanega fotona in intenziteta emitirane svetlobe sta specifični za vsak 
fluorofor in sta odvisni od same strukture fluorofora ter vrste topila. Intenziteto 
absorbirane in emitirane svetlobe v odvisnosti od valovne dolžine prikažemo z 
ekscitacijskim in emisijskim spektrom. Tipičen spekter je prikazan na sliki 2. Navadno 
sta spektra zrcalni sliki, ni pa nujno. Simetrija spektrov namreč izhaja iz tega, da so 
procesi, ki se dogajajo med absorpcijo, podobni tistim med emisijo. Emisijski spekter je 
zato pri večini fluoroforov zrcalen absorpciji iz osnovnega stanja S0 v najnižje vzbujeno 
S1 in ne celotnemu absorpcijskemu spektru. V določenih primerih lahko pride do 
ekscitacije do višjih energijskih nivojev (S2 ali S3), zato se pri absorpcijskem spektru 
pojavita dva vrhova, pri emisijskem pa ne. V teh primerih dobimo asimetrične spektre. 
(1,2) 
 
Slika 2. Primer tipičnega ekscitacijskega (moder) in emisijskega (rdeč) spektra ter 
prikaz Stokesovega premika  
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Kot smo že omenili, je energija emisije navadno nižja od energije absorpcije, posledično 
se fluorescenca običajno pojavi pri nižjih energijah in daljših valovnih dolžinah. Če si to 
grafično predstavljamo s spektri, opazimo, da nastane med vrhom ekscitacijskega spektra 
in vrhom emisijskega spektra določen zamik. Ta zamik je leta 1852 prvi opazoval Sir 
G.G. Stokes, zato ga imenujemo Stokesov premik. (2) Premik v glavnem nastane zaradi 
izgube energije med prehodi med vibracijskimi in vzbujenimi stanji, lahko pa je odvisen 
tudi od vpliva topila, raznih reakcij vzbujenih stanj, nastankov kompleksov ali prenosa 
energije. Prednost večjega premika je, da lahko lažje ločimo vzbujevalno in oddano 
svetlobo. (3) 
Intenziteto fluorescence lahko opišemo z enačbo: 
F(λ𝑥, λ𝑚) = Φ(λ𝑚)𝐼0(1 − 𝑒
−(λ𝑥)bc)  ,  εbc ≪ 1 , Φ in ε sta odvisna od λ;  
kjer je I0 vpadna intenziteta svetlobe, ε molarni ekstinkcijski koeficient, b dolžina optične 
poti, c molarna koncentracija, Φ pa kvantni izkoristek.  
Dejavniki, ki vplivajo na intenziteto fluorescence: 
- Vpadna intenziteta svetlobe I0: z večanjem intenzitete povečamo število fotonov, ki 
dosežejo vzorec, ter s tem povečamo možnost, da vzbudimo fluorofor.   
- Življenjska doba fluorescence τ: predstavlja povprečen čas, ki ga elektron preživi v 
vzbujenem stanju in je načeloma kratek, v povprečju 10 ns.  
𝜏 =  
1
𝛤+𝑘𝑛𝑟
   ; 
kjer je Γ konstanta hitrosti radiacijskega razpada in knr konstanta hitrosti ne-
radiacijskega razpada fluorofora. Ne-radiacijske procese predstavljajo vibracijske 
relaksacije, rotacije, medsistemsko križanje ipd. Ti procesi trajajo zelo kratek čas. 
- Kvantni izkoristek Φ: predstavlja razmerje med številom emitiranih fotonov in 
številom absorbiranih fotonov, torej zajema vrednosti med 0,01 in 1. Tisti, ki imajo 
vrednosti blizu 1, imajo najsvetlejšo emisijo (npr. rodamini).  
𝛷 =
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑒𝑚𝑖𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑓𝑜𝑡𝑜𝑛𝑜𝑣
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑖𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑓𝑜𝑡𝑜𝑛𝑜𝑣
 
- Molarni ekstinkcijski koeficient ε: parameter, ki je zelo odvisen od valovne dolžine 
in predstavlja verjetnost, da bo določen foton absorbiran – vsak fluorofor ima 
drugačno kapaciteto absorbiranja fotonov.  
- Molarna koncentracija vzorca c (1) 
 
4 
Organske molekule, ki fluorescirajo, navadno vsebujejo aromatske sisteme in/ali 
konjugirane dvojne vezi. Take molekule imenujemo fluorofori. Eden najbolj razširjenih 
fluoroforov je kinin, ki ga lahko najdemo tudi v znani gazirani pijači – toniku. Njegovo 
fluorescenco je leta 1845 prvi opazoval in dokumentiral Sir John Frederick William 
Herschel. Pri 450 nm oddaja značilno modro svetlobo, ki jo je omenjeni znanstvenik 
opazil na površini v kozarcu tonika, na katerega je svetilo sonce (UV žarki). (2) 
Fosforescenca 
V primeru fosforescence se zgodi, da se elektron v vzbujenem stanju ne vrne takoj v 
osnovno stanje. Na sliki 1 lahko shematsko vidimo, da pride do t.i. medsistemskega 
križanja (angl. intersystem crossing), pri čemer se elektronu spontano obrne spin in 
postane enak kot spin elektrona v osnovnem stanju. Posledica je prehod elektrona iz 
singletnega stanja S1 v tripletno T1, pri čemer se tudi izgubi delež energije. Iz najnižjega 
tripletnega stanja lahko potem preide v višja stanja, ali pa nazaj v osnovno. Prehodi med 
singletnimi in tripletnimi stanji so sicer prepovedani in se ne dogajajo pogosto, saj so 
kinetično neugodni, posledično so tudi mnogo počasnejši. Rezultat tega je počasnejša 
emisija fotona (10-3-100 s) kot pri fluorescenci. Prav tako je življenjska doba 
fosforescence daljša (traja nekaj milisekund do sekund, lahko tudi minut). (1,2) 
Fosforescenca je značilna predvsem za trdne snovi. V vsakdanjem življenju jo lahko 
opazujemo pri predmetih, ki po predhodni izpostavitvi svetlobi svetijo v temi npr. raznih 
igračah, kazalcih v ročnih urah, barvah ipd. Pri tekočinah pri sobni temperaturi se ne 
pojavlja predvsem zaradi mnogih de-aktivirajočih procesov, ki tekmujejo z emisijo, npr. 
ne-radiacijski procesi ter procesi dušenja fosforescence. (2) 
1.2.  Fluorescentna barvila 
Danes je na trgu prisotnih mnogo fluorescentnih barvil, vendar se med seboj zelo 
razlikujejo po foto-fizikalnih lastnostih, zato vsa niso uporabna na vseh področjih. Na 
njihove lastnosti poleg same strukture fluorofora vplivajo tudi drugi dejavniki. Lahko je 
to polarnost topila, pH topila, viskoznost, temperatura raztopine in drugo. Polarnost topila 
vpliva na emisijo tako, da je pri bolj polarnih emisijski spekter premaknjen v desno, k 
daljšim valovnim dolžinam, pri tem je kvantni izkoristek manjši in posledično je manjša 
tudi intenziteta fluorescence. Za bolj nepolarna topila velja obratno. pH topila vpliva 
predvsem na emisijo tistih fluoroforov, ki so kisline ali baze. Visoka viskoznost in nizka 
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temperatura vplivata na podoben način. Emisija se v teh dveh primerih poveča, saj se 
zmanjša število trkov med molekulami in s tem tudi zunanja konverzija. (3) 
V glavnem fluorescentna barvila ločimo na dve skupini; intrinzična (endogena) in 
ekstrinzična. Intrinzične oziroma naravno prisotne, endogene fluorofore predstavljajo 
aromatske amino kisline (triptofan, tirozin in fenilalanin), NADH, flavini, derivati 
piridoksila in klorofil. Pri amino kislinah je indolna skupina triptofana tista, ki je najbolj 
odgovorna za fluorescenco. Tirozin ima sicer podoben kvantni izkoristek kot triptofan, 
vendar je njegova emisija pogosto dušena zaradi interakcij s peptidno verigo ali 
energijskega prenosa na triptofan. Emisijo fenilalanina lahko opazujemo le pri odsotnosti 
triptofana in tirozina v proteinu, kar pa je redko. Kofaktorji encimov prav tako pogosto 
fluorescirajo. Njihova fluorescenca se spreminja glede na vezavo na protein. V določenih 
primerih je intenziteta po vezavi večja, v drugih manjša. Zelo je odvisna tudi od lokalnega 
okolja aminokislinskih ostankov. Teoretično se lahko uporabljajo za proučevanje 
konformacijskih sprememb proteinov in vezave proteinov med seboj. Kljub temu so za 
praktično uporabo kvantni izkoristki in intenziteta fluorescence intrinzičnih fluoroforov 
veliko premajhni. Zato se v primerih proučevanja lipidov in DNK raje poslužujejo 
ekstrinzičnih fluoroforov. (2) 
 
Slika 3. Primeri naravno prisotnih fluoroforov  
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Ekstrinzični fluorofori so tisti, ki jih dodamo vzorcu, da zagotovimo fluorescenco ali 
ustrezno spremenimo lastnosti vzorca. Mednje spadajo majhne organske molekule, ki 
navadno vsebujejo kondenzirane aromatske obroče in/ali konjugirane dvojne vezi. Ta 
struktura je odgovorna za njihovo fluorescenco. Poleg organskih fluoroforov med 
ekstrinzične fluorofore umeščamo še kvantne pike, fluorescentne proteine, lantanoide in 
kovinske komplekse, nanodiamante in mnoge druge. (2) 
Med majhne organske fluorokrome uvrščamo fluoresceine, rodamine, kumarine, cianine 
in boron-dipirometene (BODIPY) barvila. Fluoresceini in rodamini se zelo pogosto 
uporabljajo za označevanje tiolnih skupin (jodoacetamidi in maleimidi) in aminov 
(izotiocianati, N-hidroksisukcinimidi in sulfonil kloridi) na proteinih ter označevanje 
protiteles. BODIPY barvila so razvili kot nadomestek za fluoresceine in rodamine. 
Njihovo osnovno strukturo predstavlja boron-dipirometen. Imajo izredno visoke kvantne 
izkoristke, velike molarne ekstinkcijske koeficiente ter niso občutljiva na polarnost topila 
in pH medija. Cianini se tipično uporabljajo kot barvila dolgih valovnih dolžin za 
označevanje protiteles, nukleinskih kislin, lipidov in drugih bioloških molekul. Njihova 
absorpcija in emisija se pojavita nad 550 nm, kar omogoča opazovanje vzorcev, pri 
katerih je prisotna avtofluorescenca. (2,3) Kumarini so opisani v poglavju 1.3.1. 
 
Slika 4. Osnovne strukture malih organskih fluorokromov 
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Kvantne pike so majhni polprevodni nanokristali. Izkazujejo močno intenziteto 
fluorescence. Valovna dolžina oddane svetlobe je odvisna od njihove velikosti. 
Uporabljajo se kot biosenzorji za detekcijo encimov, sladkorjev, protiteles in antigenov. 
(3) 
Glavni predstavnik fluorescentnih proteinov je zeleni fluorescentni protein (GFP), ki so 
ga odkrili v svetlobnih celicah meduze Aequorea victoria. Njegova značilnost je, da 
kromofor spontano nastane med tvorbo polipeptidne verige brez kakršne koli encimske 
sinteze. V splošnem ima GFP visok kvantni izkoristek in je precej fotostabilen. Razlog 
za to je najverjetneje struktura β-sodčka, ki ščiti kromofor pred lokalnim okoljem. 
Modificirani GFP proteini omogočajo opazovanje fluorescentnih proteinov v celici in 
določanje interakcij med proteini. Za označevanje moramo v celico vnesti gen za 
fluorescentni protein. (2,3,4) 
 
Slika 5. Struktura GFP: β-sodček in kromofor vezan na α-heliks (turkizne barve) 
Lantanoidi so posebne fluorescentne kovine, ki emitirajo svetlobo, ko so v obliki vodne 
raztopine. So edini fluorofori, ki obstajajo v obliki atomov. Fluorescenca je posledica 
prehodov med 4f orbitalami, ki pa veljajo za prepovedane, zato imajo dolgo življenjsko 
dobo. Za uporabo jih je treba najprej kelirati, saj le v tej obliki dosežejo zadostno emisijo. 
Uporabljajo se v imunoanalizah. (2) 
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Kovinski kompleksi imajo prav tako kot lantanoidi dolgo življenjsko dobo. Kompleksi 
rutenija, renija in osmija se uporabljajo za merjenje dinamičnih procesov, ki se dogajajo 
na mikrosekundni skali. (2) 
1.3. STED mikroskopija  
Razvoj mikroskopije je omogočil boljše razumevanje življenja, organizmov in snovi, saj 
omogoča opazovanje zapletenih bioloških sistemov na celičnem nivoju. Med vsemi 
mikroskopskimi tehnikami je optična mikroskopija najmanj invazivna metoda, saj 
uporaba svetlobe kot glavne komponente ne poškoduje predmeta proučevanja. Omogoča 
opazovanje struktur milimetrskih do mikrometrskih velikosti. V kombinaciji s 
fluorescentno označenimi molekulami omogoča tudi specifično in zelo občutljivo 
detekcijo celičnih komponent ter s tem opazovanje dinamike žive celice. Glavno omejitev 
konvencionalne optične mikroskopije predstavlja omejena ločljivost ali resolucija. Pri 
uporabi vidne in fokusirane svetlobe difrakcija oz. uklon svetlobe namreč preprečuje 
ločevanje delcev, med katerimi je razdalja manjša od 200 nm (uklonska omejitev), če 
opazujemo s svetlobo 400 nm. Z namenom odprave te pomanjkljivosti se je na koncu 20. 
in v začetku 21. stoletja začel razvoj super resolucijskih tehnik, med katera spadajo 
STED, Reversible Saturable Optical Fluorescence Transitions Microscopy (RESOLFT), 
Ground State Depletion Microscopy (GSD), Stochastic Optical Reconstruction 
Microscopy (STORM) in Photo-Activated Localization Microscopy ((f)PALM). Pri teh 
tehnikah se uklonski omejitvi lahko izognemo s pomočjo prostorske ali časovne 
modulacije prehajanja fluorokromov med njihovim svetlim in temnim stanjem. (3,5) 
STED – Stimulated Emission Depletion ali mikroskopija z vzbujenim praznjenjem 
emisije je bila prva nanoskopska tehnika, ki so jo izumili in prva, s katero so dobili slike 
celic s prostorsko ločljivostjo pod uklonsko omejitvijo. (5) Pri tej tehniki vzorec 
osvetljujemo z dvema laserskima žarkoma visoke intenzitete. Vzbujevalni žarek privede 
molekule v območju 200 nm, omejenega z uklonsko limito, v vzbujeno stanje, takoj za 
tem pa se vklopi STED žarek. Ta je v preseku obročaste oblike s točko ničelne intenzitete 
na sredini in visoko intenziteto na robu. STED žarek molekule na robu osvetljevanja s t.i. 
stimulirano emisijo vrne nazaj v osnovno stanje in jih na ta način ''izklopi''. Fluorescirajo 
le molekule v zelo ozkem območju (manjšem od 200 nm), kjer je intenziteta STED žarka 
blizu nič (slika 6). S pomikanjem po celotnem vzorcu lahko tako dobimo sliko z 
ločljivostjo nekaj deset nanometrov. (3)  
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Slika 6. Grafični prikaz območja fluorescence pri konfokalni in STED mikroskopiji 
STED mikroskopija danes velja za direktno tehniko proučevanja živih celic z uporabo 
genetskih markerjev – fluorescentnih proteinov in/ali običajnih organskih fluorokromov 
(organska barvila). (5)  
Pri izbiri ustreznega fluorescentnega označevalca za STED je najbolj pomembno, da 
valovna dolžina laserja STED (775 nm) ne sovpada z ekscitacijskim spektrom fluorofora. 
V tem primeru bi namreč namesto stimulirane emisije prišlo do stimuliranega vzbujanja, 
torej še do večje fluorescence. Posledično je zaželen tudi velik Stokesov premik, da 
imamo čim manjše področje prekrivanja z absorpcijskim spektrom in s tem manjšo 
možnost za ponovno vzbujanje. Poleg tega je zaradi visokih jakosti STED žarka 
pomembno tudi, da je označevalec fotostabilen. (3) Ker so te zahteve visoke, velika 
večina fluoroforov ni primerna za to tehniko mikroskopije.  
1.3.1. Fluorofori primerni za STED 
Nilsko rdeče 
Nilsko rdeče je zelo lipofilno barvilo benzofenoksazinske strukture, ki spada med 
ekstrinzične fluorofore. Njegove fluorescentne lastnosti izhajajo iz prenosa elektronov od 
dietilaminske (elektron donorske) skupine do karbonilne (elektron privlačne) skupine na 
drugi strani obroča. Njegova značilnost je, da močno fluorescira, vendar le v hidrofobnem 
okolju. Spada med solvatokromna barvila. To so barvila, katerih ekscitacija in emisija sta 
močno odvisni od polarnosti njunega okolja. V bolj polarnih topilih fluorescira rdeče 
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(ekscitacija 510-560 nm, emisija nad 590 nm), v bolj lipofilnih pa zlato-rumeno 
(ekscitacija 450-500 nm, emisija nad 528 nm). Polarne membranske lipide torej obarva 
rdeče, nevtralne intracelularne lipide pa rumeno. Barvilo je dobro topno v lipidih in 
lipidov samih ne raztaplja, zato je skoraj idealen lizokrom. Večinoma se uporablja za 
označevanje intracelularnih lipidnih kapljic. (6,7) 
 
Slika 7. Struktura nilsko rdečega barvila 
Če želimo nilsko rdeče uporabiti za STED mikroskopijo, moramo molekulo barvila 
modificirati, saj v nepolarnem okolju nima dovolj emisije pri 775 nm. Kot smo že omenili, 
potrebujemo za STED emisijo nad 775 nm. To lahko dosežemo z rigidizacijo vrtljive 
dietilamino skupine in z razširitvijo aromatskega sistema (npr. uvedba dodatnega 
fenilnega obroča ali konjugirane dvojne vezi).  
Nilsko modro  
Nilsko modro je zelo podobno nilsko rdečemu barvilu. V strukturi se razlikuje le po 
funkcionalni skupini na mestu 5 – ima iminsko skupino namesto karbonilne. V tem 
primeru iminijev kation služi kot elektron privlačna skupina. Je torej pozitivno nabita 
molekula in je zato boljše topna v vodi kot nilsko rdeče. Njegova fluorescenca in kvantni 
izkoristek sta tako kot pri nilsko rdečem bolj intenzivna v nepolarnem mediju. Na splošno 
so maksimumi valovnih dolžin ekscitacije in emisije večji kot pri nilsko rdečem, 
Stokesovi premiki pa manjši. Poleg tega pa ima pri njem zaradi kationske strukture velik 
vpliv na ekscitacijo in emisijo tudi pH okoliškega medija (v bazičnih pogojih je imin 
deprotoniran, v kislih obratno). Višji pH namreč poveča emisijo. (7) 
 
Slika 8. Struktura nilsko modrega barvila 
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Uporablja se predvsem v celični biologiji in histologiji. Z njim lahko razlikujemo med 
nevtralnimi lipidi (trigliceridi, steroidi), ki se barvajo roza in kislinami (maščobne kisline, 
fosfolipidi), ki se barvajo modro. (7) Za uporabo v STED mikroskopiji pa je tudi pri tem 
barvilu treba molekulo modificirati. Na kakšen način, je odvisno od lastnosti, ki jih želimo 
bolj izraziti. V literaturi lahko na primer najdemo derivate z daljšimi alkilnimi verigami 
na 9-amino skupini, ki povečajo lipofilnost molekule. Na drugi strani pa modifikacije 
iminske skupine s pripenjanjem alifatske verige in sulfonatne skupine. Takšne 
modifikacije lahko omogočijo premik emisijskega spektra k višjim valovnim dolžinam. 
(8) 
 
Kumarini 
Kumarini so eni najbolj raziskanih in uporabljenih skupin med fluorescentnimi barvili. 
Njihov osnovni skelet sicer ne fluorescira, so pa za to odgovorne različne modifikacije le 
tega. Prednost pri načrtovanju sond s kumarinskim skeletom je dobro poznana povezava 
med strukturo in foto-fizikalnimi lastnostmi, kar pa ne velja za veliko večino drugih 
fluoroforov. V praksi to pomeni, da dobro vemo kako bo posamezna modifikacija 
kumarinskega skeleta vplivala na foto-fizikalne lastnosti. Žal pa imajo kumarini precej 
nizke kvantne izkoristke v polarnih topilih, poleg tega predstavlja problem tudi slaba 
fotostabilnost, ki je posledica prehajanja v tripletno stanje pri vzbujanju molekul. Te 
pomanjkljivosti omejujejo uporabo kumarinskih barvil na različnih področjih. (8) 
 
Slika 9. Osnovni kumarinski skelet z označenimi mesti možnih modifikacij 
Za uporabo v STED mikroskopiji so v literaturi na voljo podatki o možnih modifikacijah 
osnovnega kumarinskega skeleta. Visoko intenziteto fluorescence pri kumarinih  
dosežemo z uvedbo elektron-donorskih skupin (EDG) na mestu 7 in elektron-
akceptorskih skupin (EWG) na mestu 3. Dodatna EWG na mestu 4 poveča Stokesov 
premik ter premakne celoten ekscitacijski in emisijski spekter v rdeče območje spektra. 
Z modifikacijami na teh treh mestih lahko na tak način močno vplivamo na ustreznost 
kumarinskih derivatov za naše potrebe. 
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1.4. Biološke membrane  
Celična membrana je ena izmed najbolj ključnih celičnih struktur. Pri živalskih celicah je 
sestavljena iz tankega fosfolipidnega dvosloja, v katerega so vgrajeni membranski 
proteini ter holesterol. Njene glavne naloge so, da loči notranjost celice od zunanjosti, 
nadzoruje membranski transport snovi ter sodeluje v prenosu signalov in energije med 
celicami. Celično membrano lahko načeloma lepo opazujemo z elektronskim 
mikroskopom, vendar obstajajo določene strukture, ki so manjše od 200 nm. To so lipidni 
splavi, kaveole (posebna vrsta lipidnih splavov, ki jih tvori kaveolin) in proteinski skupki. 
Za opazovanje takšnih struktur potrebujemo mikroskop z ločljivostjo pod uklonsko 
omejitvijo. Primer takšnega mikroskopa je STED nanoskop. Z razvojem super-
resolucijskih tehnik se je tako izboljšalo tudi naše razumevanje lipidnih nanodomen, 
interakcij med proteini ter aktivnosti biomembran. Te tehnike v kombinaciji z aplikacijo 
fluorescentnih barvil, ki so posebej načrtovana za vezavo v lipidne nanodomene (lipofilne 
sonde in sonde občutljive na okolje), še danes skušajo obogatiti naše znanje o delovanju 
bioloških membran. (9) 
1.5. Tekoči kristali  
V splošnem poznamo tri agregatna stanja; trdno, tekoče in plinasto. Tekoči kristali 
predstavljajo četrto agregatno stanje, saj imajo lastnosti tekočine in hkrati lastnosti 
kristalov (mikroskopska urejenost). Njihove molekule se gibljejo, tako kot se v tekočini, 
pri tem pa ohranjajo svojo orientacijsko usmeritev, podobno kot v kristalih. Glede na 
nastanek jih delimo na liotropne (odvisni od koncentracije raztopine) in termotropne 
(odvisni od temperature), glede na mikroskopsko urejenost pa jih načeloma delimo na 
nematične, smektične in kolumnarne.  (10) 
Tekoči kristali se uporabljajo na različnih področjih. Najbolj znana je uporaba v 
televizijskih zaslonih in računalniških ekranih (LCD), kjer se optične lastnosti tekočih 
kristalov spreminjajo na podlagi vplivov električnega in magnetnega polja. Na podoben 
način se uporabljajo tudi v spektroskopiji. (10) 
 
Slika 10. Primer molekularne strukture nematičnega tekočega kristala CB5  
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2. NAČRT DELA 
 
V magistrski nalogi se bomo osredotočili na sintezo fluorescentnih sond, ki bi bile boljše od 
že obstoječih, predvsem iz vidika spektroskopskih in fizikalno-kemijskih lastnosti. 
Sintetizirali bomo sonde na osnovi benzofenoksazinskih skeletov nilsko rdečega in nilsko 
modrega barvila. Poskusili bomo tudi s sintezo membranske sonde na osnovi kumarinskega 
skeleta.  
Nilsko rdeče je zelo uporabno barvilo za označevanje lipidnih struktur, kot so npr. lipidne 
kapljice ali tekoči kristali, saj se zelo lepo razporedi v njihove strukture. Problem tiči v tem, 
da se v nepolarnem okolju lipidov emisijski spekter nilsko rdečega premakne k nižjim 
valovnim dolžinam, tako da pri 775 nm praktično ni več emisije, kar onemogoča STED 
mikroskopijo. Zato bomo v nalogi z različnimi modifikacijami poskušali sintetizirati 
derivate, ki bodo imeli emisijo pri višjih valovnih dolžinah in bodo tako bolj primerni za 
STED. 
Nilsko modro in njegovi derivati so uporabni za označevanje struktur, ki vsebujejo amine 
(npr. nanodelci, proteini). Iz enostavnih fenolov in derivatov 1-naftilamina bomo poskušali 
sintetizirati derivate, ki bi bili primerni za pripenjanje na takšne strukture. Hkrati bomo 
poizkusili pripraviti sonde za opazovanje plazemske membrane. 
Poskusili bomo sintetizirati tudi fluorescentno membransko sondo na osnovi kumarinskega 
skeleta, ki bi bila selektivna za membrano in zelo občutljiva na polarnost okolice. Okoljska 
občutljivost se odraža v intenziteti emisije in položaju maksimuma emisije. S tovrstno sondo 
bi tako morali zaznati območja membrane z različno polarnostjo.  
V primeru sond za označevanje membrane si želimo, da bi fluorofori posnemali strukturo 
membranskih lipidov, zato potrebujemo nepolarni rep in polarno glavo. Pri kumarinu bomo 
nepolarni del ponazorili z uvedbo funkcionalnih skupin z alifatskimi verigami na mestu 7, 
pri benzofenoksazinih pa bo nepolarni del predstavljal kinolinski skelet z rigidizirano amino 
skupino na mestu 9 in prav tako uvedba daljših alifatskih verig. Polarno glavo bodo v vseh 
primerih predstavljale uvedene funkcionalne skupine na mestu 3 na kumarinu oz. 5 na 
benzofenoksazinu, ki bi vsebovale permanentni naboj.  
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Slika 11. Osnovni skeleti in mesta modifikacij struktur 
Po končanih sintezah bomo končnim produktom, ki smo jih uspeli sintetizirati, izmerili 
ekscitacijo, emisijo in intenziteto fluorescence ter ocenili njihove spektre. Tiste, ki bodo 
izkazali ustrezne spektroskopske lastnosti, bomo poslali na dodatne raziskave na Institut 
Jožef Stefan v Ljubljani. Tu bodo ocenili njihovo uporabnost v STED mikroskopiji tekočih 
kristalov ter celičnih membran.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1.  Materiali 
Pri sintezi naših spojin v laboratoriju smo uporabljali reagente in topila naslednjih 
proizvajalcev: Acros Organics, Fluka, Merck in Sigma-Aldrich.   
Brezvodni DKM smo pripravili po standardnem postopku tik pred uporabo.  
3.2.  Metode 
Kromatografske metode 
o Tankoplastna kromatografija (TLC) 
To vrsto kromatografije smo uporabljali za preverjanje poteka kemijskih reakcij in 
nastanka končnih spojin. Uporabljali smo plošče TLC Silica gel 60 F254 z 0,20 mm 
nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu proizvajalca Merck. Plošče velikosti 20 
× 20 cm smo razrezali na manjše ploščice in jih uporabili za našo analizo. Topila in 
njihove kombinacije, ki smo jih uporabili kot mobilne faze, so navedene pri vsaki 
posamezni sintezi. Spojine smo na TLC ploščicah detektirali z UV svetlobo pri 
valovni dolžini 254 nm ali 366 nm. 
o Kolonska kromatografija 
To vrsto kromatografije smo uporabljali pri izolaciji vmesnih in končnih produktov. 
S tem smo se skušali znebiti nečistot, nezreagiranih reagentov in drugih stranskih 
produktov reakcij. Dimenzije steklenih kolon, ki smo jih uporabljali pri tej metodi, 
smo izbrali glede na količino našega produkta. Za stacionarno fazo smo uporabljali 
silikagel 60 (velikost delcev 0,040 – 0,063 mm) proizvajalca Merck, za mobilno fazo 
pa mešanice topil, ki smo jih navedli ob posameznih sintezah. Produkt smo glede na 
njegovo topnost v mobilni fazi na kolono nanesli na dva različna načina. Če se je v 
mobilni fazi dobro topil, smo ga v njej raztopili in nanesli direktno na silikagel. Če se 
produkt ni topil, smo se odločili za suhi nanos. Pri tem smo produkt raztopili v DKM, 
dodali ustrezno količino silikagela ter uparili na rotavaporju. Suh preostanek smo nato 
nanesli na kolono. Zbirali smo čiste frakcije, ki smo jih na koncu uparili pod znižanim 
tlakom.  
Spektroskopske metode  
o Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
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To metodo smo uporabljali pri ugotavljanju in potrjevanju struktur vmesnih in 
končnih spojin. Spektre smo posneli na Fakulteti za Farmacijo v Ljubljani z NMR 
spektrometrom (Bruker Avance III 400 MHz). Vzorce smo za snemanje pripravili 
tako, da smo jih raztopili v CDCl3 ali DMSO-d6, za interni standard pa smo uporabili 
tetrametilsilan (TMS). 1H spektre smo nato posneli pri 400 MHz in jih obdelali v 
računalniškem programu MestReNova (Mestrelab Research).  
o Fluorescenčna spektroskopija  
To metodo smo uporabljali za določanje ekscitacijskih in emisijskih spektrov končnih 
fluorescentnih produktov. Spektre smo posneli s spektrofluorimetrom PerkinElmer 
LS 55 v laboratoriju na Fakulteti za Farmacijo. Vzorce smo pripravili tako, da smo 
jih raztopili v EtOH in ustrezno razredčili (koncentracija 10-7).  
o STED mikroskopija 
Končne produkte, ki so pri fluorescenčni spektroskopiji pokazali ugodne lastnosti za 
STED mikroskopijo, smo poslali na Institut Jožef Stefan, kjer so njihovo uporabnost 
preverili še s STED mikroskopom (izdelan po naročilu, Abberior GmbH) .  
Spektrometrične metode  
o Masna spektrometrija (MS) 
To metodo smo uporabljali pri ugotavljanju struktur vmesnih in končnih spojin v 
kompleksnih vzorcih. Masne spektre smo posneli na masnem spektrometru 
expression L CMS proizvajalca Advion z ESI tehniko. Visoko resolucijske masne 
spektre (HRMS) pa smo posneli na masnem spektrometru visoke ločljivosti 
Exactive™ Plus Orbitrap Mass Spectrometer proizvajalca Thermo Scientific™ s HESI 
tehniko (Heated Electrospray Ionization). Vse vzorce smo posneli na Fakulteti za 
Farmacijo.  
Določanje temperature tališča  
Tališča trdnih produktov smo določili z opazovanjem na mikroskopu Cambridge 
Instruments z ogrevalno mizico Reichert-Jung in termometrom proizvajalca Testoterm 
GmbH & Co. 
Risanje in nomenklatura spojin  
Reakcijske sheme in spojine smo narisali ter tudi poimenovali s pomočjo programa 
ChemDraw Professional 18.0 (PerkinElmer-CambridegSoft). 
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1.  SINTEZA FLUORESCENTNIH SOND NA OSNOVI NILSKO RDEČEGA  
4.1.1. Shema sinteze 9,10,10,12-tetrametil-9,10-dihidro-5H-benzo[a]pirido [2,3-i] 
fenoksazin-5-ona (5) 
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Sinteza 7-metoksi-2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolina (1)  
 
 
Postopek 
m-Anizidin (17,86 mmol; 2,2 g) smo raztopili v acetonu (30 mL) in mu dodali indijev 
klorid (1 mmol; 220 mg).  V bučko smo dodali magnetek ter 3 dni mešali na sobni 
temperaturi. S tankoplastno kromatografijo smo potrdili nastanek spojine 1. Topilo iz 
reakcijske zmesi smo uparili pri znižanem tlaku in spojino uporabili v naslednjem koraku 
brez dodatnega čiščenja.  
Izgled: temno zelena viskozna tekočina 
Izkoristek: predvidevali smo, da je zreagiralo vse – 100%  
Rf (EtOAc:heksan = 1:5) = 0,58 
Molekulska formula: C13H17NO 
Molekulska masa: 203,29 g/mol 
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Sinteza 7-metoksi-1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolina (2) 
 
 
Postopek 
Spojino 1 (17,86 mmol) in K2CO3 (26,80 mmol; 1,5 eq; 3,70 g) smo natehtali v bučko ter 
dodali dimetilformamid (30 mL). Bučko smo prepihali z argonom in nato previdno po 
kapljicah dodali še metil jodid (26,80 mmol; 1,5eq; 1,70 mL). Zmes smo pod argonovo 
atmosfero mešli pri temperaturi 110 °C preko noči. Naslednji dan smo zmes najprej 
ohladili, nato pa dodali 10 mL 12 % raztopine amonijaka, da je zreagiral s presežnim 
metil jodidom. Nato smo zmesi dodali etilacetat in 5× sprali z vodo (prvič s 100 mL, nato 
4× s 50 mL), da smo se znebili dimetilformamida in enkrat z nasičeno raztopino NaCl 
(50 mL). Na koncu smo organsko fazo še sušili z Na2SO4, filtrirali in uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Nastanek spojine 2 smo potrdili s tankoplastno kromatografijo. Spojina 
je vsebovala še nekaj nečistot, vendar je ustrezala standardu, zato smo z njo nadaljevali 
sintezo.  
Izgled: / 
Izkoristek: predvidevali smo, da je zreagiralo vse – 100%  
Rf (EtOAc:heksan = 1:10) = 0,61 
Molekulska formula: C14H19NO 
Molekulska masa: 217,31 g/mol  
 
 
 
 
 
 
 
 
20 
Sinteza 1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolin-7-ola (3) 
 
 
Postopek 
Spojino 2 (17,86 mmol) smo dobro prepihali z argonom, raztopili v brezvodnem 
diklorometanu (30 mL) in ohladili na ledeni kopeli z dodano soljo, da smo znižali 
temperaturo kopeli na -20 °C. V bučko smo previdno po kapljicah dodali raztopino BBr3 
v diklorometanu (18 mmol; 18 mL) in pustili, da se je zmes mešala čez noč. Naslednji 
dan smo spojino izolirali. Reakcijski zmesi smo po kapljicah dodali nasičeno raztopino 
NaCO3. Ko je nehal izhajati CO2, smo zmesi smo dodali EtOAc (100 mL) in najprej 
spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (3× 50 mL), da smo se znebili presežne kisline, nato 
enkrat z 1 M HCl (50 mL) ter še z nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo smo 
sušili še z Na2CO3 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Potek reakcije smo preverili s 
tankoplastno kromatografijo. Ugotovili smo, da je zreagirala vsa izhodna spojina, nastali 
fenol 3 pa je bil skoraj čist. Glede na TLC je produkt ustrezal standardu. Z njim smo 
nadaljevali sintezo.  
Izgled: rjava zmes 
Izkoristek: 39% 
Rf (EtOAc:heksan = 2:1) = 0,87 
Molekulska formula: C13H17NO 
Molekulska masa: 203,29 g/mol  
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Sinteza 1,2,2,4-tetrametil-6-nitrozo-1,2-dihidrokinolin-7-ola (4) 
  
 
Postopek 
V bučko smo natehtali fenol 3 (3,18 mmol; 568 mg), ga raztopili v EtOH (10 mL) in 
ohladili na ledeni kopeli. Med mešanjem smo počasi dodajali koncentrirano HCl (0,7 mL) 
in pustili zmes mešati na kopeli še 5 minut. Bučko smo odstavili iz kopeli, dodali 1,2 
ekvivalenta NaNO2 (3,81 mmol; 263 mg) ter zmes pustili mešati na sobni temperaturi 3 
ure. S tankoplastno kromatografijo smo preverili, ali je reakcija potekla do konca. 
Ugotovili smo, da je, zato smo brez izolacije nadaljevali s sintezo. Iz reakcijske zmesi 
smo pred naslednjo stopnjo le uparili topilo pod znižanim tlakom.  Produkt je glede na 
TLC analizo ustrezal standardu.  
Izgled: bordo obarvana viskozna tekočina  
Izkoristek: predpostavili smo, da je zreagiralo vse – 100%  
Rf (EtOAc:heksan = 1:3) = 0,43 
Molekulska formula: C13H16N2O2 
Molekulska masa: 232,28 g/mol  
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Sinteza končne spojine 9,10,10,12-tetrametil-9,10-dihidro-5H-benzo[a]pirido[2,3-
i]fenoksazin-5-ona (5) 
 
 
Postopek 
Postopek je prirejen glede na predpis iz članka. (11)  
Vso spojino 4 (3,18 mmol) smo najprej supendirali v toluenu (20 mL) in nato dodali 1,5 
ekvivalenta 1-naftola (4,77 mmol; 687,7 mg). Zmes smo pustili mešati na oljni kopeli 
pod refluksom pri 120 °C čez noč. Naslednji dan smo toluen uparili in preverili potek 
reakcije s tankoplastno kromatografijo. Na ploščici smo opazili moder produkt, ki pod 
UV lučko pri 366 nm emitira rdečo svetlobo. Ker produkt ni bil čist, smo se odločili za 
kolonsko kromatografijo s suhim nanosom spojine. Uporabili smo gradient mobilnih faz: 
MF1 = EtOAc:heksan = 1:3 → 1:1. Zbirali smo fluorescentno roza/oranžne frakcije, 
izbiro čistih frakcij pa smo preverili še s tankoplastno kromatografijo. Čiste frakcije smo 
nenazadnje uparili pod znižanim tlakom do trdnega končnega produkta 5.  
Izgled: modri kristalčki (prah) 
Izkoristek: 10,4% (59 mg) 
Rf (EtOAc:heksan = 1:3) = 0,18 
Molekulska formula: C23H20N2O2 
Molekulska masa: 356,43 g/mol  
Ttal = 90 – 93 °C 
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ [ppm] = 6,70 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 6.54 (s, 1H); 6,31 (d, 
J = 8,8 Hz, 1H); 6,30 (s, 1H); 5,76 (s, 1H); 5,55 (s, 1H); 2,95 (s, 3H); 2,02 (s, 3H); 1,40 
(s, 6H).  
HRMS (ESI): m/z izračunano za C23H21N2O2 [M+H]
+ 357,1598; izmerjeno 357,1588. 
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4.1.2. Shema sinteze 9,10-dimetil-10,12-difenil-9,10-dihidro-5H-benzo[a]pirido 
[2,3-i]fenoksazin-5-ona (7) 
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Sinteza 1,2-dimetil-6-nitrozo-2,4-difenil-1,2-dihidrokinolin-7-ola (6) 
 
 
Postopek 
Postopek je enak kot pri sintezi spojine 4.  
Sintezo smo začeli z 0,9693 mmol oz. 220 mg že predhodno sintetizirane spojine A.  
Izgled: temna bordo zmes  
Izkoristek: predvidevamo, da je zreagiralo vse – 100% 
Rf (EtOAc:heksan = 1:5) = 0,50 
Molekulska formula: C23H20N2O2 
Molekulska masa: 356,43 g/mol  
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Sinteza končne spojine 9,10-dimetil-10,12-difenil-9,10-dihidro-5H-benzo[a]pirido 
[2,3-i]fenoksazin-5-ona (7) 
 
 
Postopek 
Postopek je enak kot pri sintezi spojine 5. 
Sintezo smo začeli z 0,9692 mmol spojine 6.  
Naslednji dan smo toluen uparili in preverili potek reakcije s tankoplastno 
kromatografijo. Na ploščici smo opazili vijoličen produkt, ki pod UV lučko pri 366 nm 
emitira rdečo svetlobo. Ker produkt ni bil čist, smo se odločili za kolonsko 
kromatografijo s suhim nanosom spojine. Uporabili smo gradient mobilnih faz: MF1 = 
EtOAc:heksan = 1:5 → 1:1. Zbirali smo fluorescentno oranžne frakcije, izbiro čistih 
frakcij pa smo preverili še s tankoplastno kromatografijo. Čiste frakcije smo nato uparili 
pod znižanim tlakom do trdnega končnega produkta 7. 
Izgled: vijolični kristalčki (prah) 
Izkoristek: 26,8% (59 mg)  
Rf (EtOAc:heksan = 1:5) = 0,20 
Molekulska formula: C33H24N2O2 
Molekulska masa: 480,57 g/mol 
Ttal = 143 – 146 °C  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ [ppm] = 7,76 – 7,12 (m, 10H); 6,98 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 
6,93 (s, 1H); 6,40 (s, 1H); 6,39 (s, 1H); 6,36 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 5,42 (s, 1H); 2,72 (s, 
3H); 1,91 (s, 3H). 
HRMS (ESI): m/z izračunano za C33H25N2O2 [M+H]
+ 481,1911; izmerjeno 481,1911. 
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4.2.  SINTEZA FLUORESCENTNIH SOND NA OSNOVI NILSKO MODREGA  
4.2.1. Shema sinteze (Z)-3-karboksi-N-(9-(dimetilamino)-5H-benzo[a]fenoksazin-
5-iliden)propan-1-amina (11) 
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Sinteza etil 4-(naftalen-1-ilamino)butanoata (8) 
 
 
Postopek 
Postopek je prirejen glede na predpis iz članka. (12)  
Naftil-1-amin (13,967 mmol; 2,0 g) smo natehtali v bučko in ga raztopili v EtOH (5 mL). 
Raztopini smo nato dodali etil-4-bromobutirat (13,967 mmol; 2,0 mL) in pustili mešati 
čez noč pri temperaturi 70 °C. Naslednji dan smo reakcijski zmesi dodali EtOAc (100 
mL) in ekstrahirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2× 50 mL), nato z nasičeno raztopino 
NaCl (50 mL) in na koncu še sušili z Na2SO4. Organsko fazo smo filtrirali in uparili pod 
znižanim tlakom. Potek reakcije smo preverili s tankoplastno kromatografijo. Reakcija 
je potekla, vendar je poleg produkta ostalo še nekaj izhodne spojine in drugih manj 
polarnih nečistot, zato smo se odločili, da produkt očistimo s kolonsko kromatografijo s 
suhim nanosom spojine. Mobilna faza, ki smo jo uporabili, je bila EtOAc:heksan = 1:8. 
Izbiro čistih frakcij smo preverili s tankoplastno kromatografijo. Čiste frakcije produkta 
8 smo zbrali in uparili.  
Izgled: / 
Izkoristek: 63% (1,265 g) 
Rf (EtOAc:heksan = 1:8) = 0,22 
Molekulska formula: C16H19NO2 
Molekulska masa: 257,33 g/mol 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ [ppm] = 7,87 – 7,74 (m, 2H); 7,47 – 7,40 (m, 2H); 7,37 
– 7,31 (m, 1H); 7,24 (appd, J = 7,0 Hz, 1H); 6,63 (apps, 1H); 4,86 (bs, 1H); 4,15 (q, J = 
7,2 Hz, 2H); 3,34 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 2,51 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 2,12 (p, J = 6.9 Hz, 2H); 
1,24 (t, J = 7.2 Hz, 3H). 
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Sinteza 4-(naftalen-1-ilamino)butanojske kisline (9) 
 
 
Spojino 8 (1,265 g) smo raztopili v 2 M NaOH (10 mL) in EtOH (10 mL). Raztopino 
smo mešali 1 uro na oljni kopeli pri 60 °C. Po tem času smo reakcijsko zmes odstavili in 
nakisali do pH 2‒3 ter razvili TLC. Reakcija je potekla v celoti, vendar smo imeli 
prisotno še neko bolj polarno snov od naše kisline 9. Vsebino bučke smo zlili v EtOAc 
(100 mL) in spirali z vodo (3 × 50 mL), nasičeno raztopino NaCl (50 mL), sušili z 
Na2SO4, filtrirali in uparili. Glede na TLC je produkt ustrezal standardu.  
Izgled: gosta temno rjava viskozna tekočina  
Izkoristek: 51% (645 mg) 
Rf1 (CH2Cl2:MeOH = 20:1) = 0,39  Rf2 (CH2Cl2:MeOH = 20:1) = 0,13 
Molekulska formula: C14H15NO2 
Molekulska masa: 229,28 g/mol 
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Sinteza 5-(dimetilamino)-2-nitrozofenola (10) 
 
 
Postopek 
Postopek je enak kot pri sintezi spojine 4. 
Sintezo smo začeli z 2 mmol oz. 275 mg 3-(dimetilamino) fenola. Produkt je glede na 
TLC analizo ustrezal standardu. 
Izgled: / 
Izkoristek: predvidevamo, da je bil 100% 
Rf (CH2Cl2:MeOH = 9:1) = 0,70  
Molekulska formula: C8H10N2O2 
Molekulska masa: 166,18 g/mol 
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Poskus sinteze (Z)-3-karboksi-N-(9-(dimetilamino)-5H-benzo[a]fenoksazin-5-
iliden)propan-1-amina (11) 
 
 
Spojino 10 (2 mmol) smo raztopili v MeOH (5 mL), ji dodali spojino 9 (2,8 mmol, 634 
mg), ohladili na ledeni kopeli in počasi dodajali koncentrirano HCl (50 μL). Čez 30 minut 
smo zmes prestavili na oljno kopel in mešali preko noči pri 70 °C. Naslednji dan smo 
preverili potek reakcije s TLC. Reakcija je potekla, opazili smo dve močno modro 
obarvani lisi na ploščici. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo. Najprej smo 
uporabili MF1 = CH2Cl2:MeOH=10:1, nato pa MF2 = CH2Cl2:MeOH=6:1 + 1% AcOH. 
Izbiro čistih frakcij smo preverili s TLC. Čiste frakcije smo zbrali in uparili pod znižanim 
tlakom. Odprto bučko smo nato dali še v eksikator z NaOH, da smo odstranimo še 
preostanek ocetne kisline.  
Po analizi vzorca naše končne spojine z masno spektrometrijo smo ugotovili, da je 
namesto kisline 11 nastal metilni ester 11a.  
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Bazična hidroliza metilnega estra: 
 
 
Spojino 11a (77 mg) smo raztopili v EtOH (20 mL) in mešali na sobni temperaturi. Dodali 
smo 1 M NaOH (2 mL) in pustili mešati. Po 30 minutah smo preverili potek reakcije s 
TLC. Opazili smo, da je nekaj izhodne spojine že reagiralo, večji delež pa še ne. Dodali 
smo še 2 mL NaOH, da bi reakcija hitreje potekla. Po 2 urah je že skoraj vsa izhodna 
spojina zreagirala v produkt, zato smo reakcijo ustavili, tako da smo zmes nakisali do pH 
2-3 in uparili do trdnega produkta 11. Produkt smo raztopili v brezvodnem EtOH in 
filtrirali, filtratu pa uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Izgled: temno modri kristalčki  
Izkoristek: 65% (56 mg) 
Rf (CH2Cl2:MeOH = 4:1) = 0,22 
Molekulska formula: C22H22N3O3 
+ 
Molekulska masa: 376,44 g/mol 
 HRMS (ESI): m/z izračunano za C22H22N3O3 [M]
+ 376,1656; izmerjeno 376,1658. 
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4.2.2. Shema sinteze 1-(10,12-diheksil-9,10-dimetil-9,10,11,12-tetrahidro-5H-
benzo[a]pirido[2,3-i]fenokazin-5-iliden)-4-metilpiperazin-1-iuma (14) 
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Sinteza 1-metil-4-(naftalen-1-il)piperazina (12)  
 
 
Postopek 
V bučko smo natehtali Pd2(dba)3 (69,6 mg), RuPhos (35,4 mg) in K
+OtBu (2,8 eq; 2,40 
g), nato smo bučko dobro prepihali z argonom in dodali 1-metilpiperazin (10,7 mmol; 1,4 
eq; 1,18 mL), 1-bromonaftalen (7,6 mmol; 1,063 mL) in 15 mL brezvodnega toluena. 
Reakcijsko zmes smo prestavili na predhodno ogreto oljno kopel in 3 ure mešali pri 110 
°C. Reakcijsko zmes smo nato ohladili in dodali EtOAc (70 mL). Organsko fazo smo 
spirali z vodo (3 × 50 mL), nato z nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo smo 
uparili pod znižanim tlakom in potrdili nastanek prave spojine s TLC.  
Izgled: opečnato rdeče olje 
Izkoristek: 110% (1,733 g) 
Molekulska formula: C15H21N2 
+ 
Molekulska masa: 229,35 g/mol 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ [ppm] = 8,22 – 8,17 (m, 1H); 7,86 – 7,78 (m, 1H); 7,57 
– 7,52 (m, 1H); 7,50 – 7,43 (m, 2H); 7,40 (dd, J = 8.2, 7,4 Hz, 1H), 7,10 (dd, J = 7,4; 1,1 
Hz, 1H); 3,15 (apps, 4H); 2,72 (apps, 4H); 2,42 (s, 3H). 
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Sinteza 2,4-diheksil-1,2-dimetil 6-nitrozo-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-7-ola (13) 
 
 
Postopek je enak kot pri sintezi spojine 4, vendar z eno modifikacijo.  
Sintezo smo začeli z 2,8 mmol oz. 966 mg spojine B. S TLC smo preverili, ali je reakcija 
po tem času že potekla. Ugotovili smo, da še ni, zato smo reakcijsko zmes pustili mešati 
čez noč. Naslednji dan smo ponovno preverili potek reakcije in tokrat ugotovili, da je vsa 
izhodna spojina zreagirala v produkt 13. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom in 
nadaljevali sintezo brez dodatnega čiščenja, saj je produkt glede na TLC ustrezal 
standardu. 
Poskus sinteze končne spojine 1-(10,12-diheksil-9,10-dimetil-9,10,11,12-tetrahidro-
5H-benzo[a]pirido[2,3-i]fenokazin-5-iliden)-4-metilpiperazin-1-iuma (14) 
 
Nitrozo spojino 14 (2,8 mmol) smo raztopili v MeOH (8 mL), ohladili na ledeni kopeli 
in počasi dodali reagent 13 (2,52 mmol; 573 mg) in koncentrirano HCl (80 μL). 
Reakcijsko zmes smo nato mešali pod refluksom pri 70 °C čez noč. Naslednji dan smo 
s TLC potrdili nastanek zelenkastega končnega produkta. Topila smo iz zmesi uparili 
pod znižanim tlakom in zaostanek po uparevanju očistili s kolonsko kromatografijo. 
Uporabili smo mobilno fazo CH2Cl2:MeOH = 9:1 s 3% dodatkom amonijaka. Zbrali smo 
zeleno-modre frakcije in jih uparili pod znižanim tlakom. Glede na analizo HRMS 
izolirana spojina ni želen produkt.  
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4.2.3. Shema sinteze (Z)-3-amino-N-(9,10-dimetil-10,12-difenil-9,10-dihidro-5H-
benzo[a]pirido[2,3-i]fenoksazin-5-ilidene)propan-1-amina (15) 
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Sinteza 1,2-dimetil-6-nitrozo-2,4-difenil-1,2-dihidrokinolin-7-ola (6) 
 
 
Postopek 
Ponovno smo sintetizirali spojino 6 po popolnoma enakem postopku, kot je opisan v 
poglavju 1.4. 
Začeli smo z 0,765 mmol oz. 520 mg spojne A.  
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Poskus sinteze končne spojine (Z)-3-amino-N-(9,10-dimetil-10,12-difenil-9,10-
dihidro-5H-benzo[a]pirido[2,3-i]fenoksazin-5-ilidene)propan-1-amina (15) 
 
 
Spojino 6 (0,765 mmol) smo raztopili v MeOH (5 mL), ohladili na ledeni kopeli in počasi 
dodali reagent N1-(naftalen-1-il)propan-1,3-diamin (0,695 mmol; 0,9 eq; 129,5 mg) in 
koncentrirano HCl (50 μL). Reakcijsko zmes smo mešali pod refluksom pri 70 °C čez 
noč. Naslednji dan smo s TLC potrdili nastanek turkiznega končnega produkta. Zmes 
smo uparili pod znižanim tlakom in se odločili za čiščenje s kolonsko kromatografijo. 
Uporabili smo mobilno fazo CH2Cl2:MeOH = 6:1 s 3% dodatkom amonijaka. Zbrali smo 
turkizne frakcije in jih uparili pod znižanim tlakom. Glede na analizo HRMS nismo 
izolirali želenega produkta. 
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4.2.4. Shema sinteze 1-(9-(dioktilamino)-5H-benzo[a]fenoksazin-5-iliden)-4-
metilpiperazin-1-iuma (17) 
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Sinteza 5-(dioktilamino)-2-nitrozofenola (16) 
 
 
Postopek 
Postopek je enak kot pri sintezi spojine 4. 
Spojino 20 (1,50 mmol; 500 mg) smo raztopili v EtOH (4 mL) in ohladili na ledeni kopeli. 
Med mešanjem smo dodajali koncentrirano HCl (0,315 mL) in pustili mešati še 5 minut. 
Nato smo počasi dodali še NaNO2 (1,80 mmol; 1,2eq; 124 mg) in pustili mešati čez noč 
pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo nitrozo produkt 16 uparili pod znižanim tlakom 
in brez dodatnega čiščenja nadaljevali sintezo. Produkt je glede na TLC analizo ustrezal 
standardu.  
 
Sinteza 1-metil-4-(naftalen-1-il)piperazin dihidroklorida (12a) 
 
 
Najprej smo reagent 12 pretvorili v sol: MeOH (20 mL) smo ohladili na ledeni kopeli in 
po kapljicah dodajali acetil klorid (0,3 mL), to mešanico smo nato dodali k spojini 12, 
pustili mešati še 5 minut in uparili topilo. S tem smo lahko nadaljevali sintezo.  
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Poskus sinteze končne spojine 1-(9-(dioktilamino)-5H-benzo[a]fenoksazin-5-
iliden)-4-metilpiperazin-1-iuma (17) 
   
 
Nitrozo produkt 16 (1,50 mmol) smo raztopili v MeOH (5 mL) in ohladili na ledeni 
kopeli. Počasi smo dodali reagent 12a (1,35 mmol; 307 mg) in koncentrirano HCl (50 
μL). Reakcijsko zmes smo mešali pri 70 °C čez noč. Naslednji dan smo s TLC preverili 
nastanek končnega produkta. Glede na TLC produkt ni nastal. Spojino smo zavrgli.  
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4.3.  SINTEZA MEMBRANSKE SONDE NA OSNOVI KUMARINOV 
4.3.1. Shema sinteze (E)-3-(4-(2-(7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il) vinil) 
kinolin-1-ium-1-il)propan-1-sulfonata (27) 
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Sinteza 1-(benziloksi)-3-bromobenzena (18) 
 
 
Postopek 
3-bromofenol (0,0578 mol; 1 eq; 10 g) in K2CO3 (0,0868 mol; 1,5 eq; 12 g) smo 
suspendirali v ACN (100 mL) in dodali benzilklorid (1,05 eq, 7 mL). Reakcijsko zmes 
smo mešali čez noč na oljni kopeli pri 70 °C. Naslednji dan smo s TLC potrdili nastanek 
produkta. Zmesi smo uparil topilo in zaostanek suspendirali v EtOAc (100 mL). Nastalo 
zmes smo sprali spirali z vodo (50 mL), nato 4× z 1 M NaOH (po 50 mL) ter z nasičeno 
raztopino NaCl (50 mL). Na koncu smo raztopino sušili z Na2SO4, filtrirali in uparili pod 
znižanim tlakom. Produkt je glede na TLC analizo ustrezal standardu. 
Izgled: rumeni kristali  
Izkoristek: 144% (14,44 g) ‒ olje vsebuje še EtOAc 
Rf (EtOAc:heksan = 1:6) = 0,70 
Molekulska formula: C13H11BrO  
Molekulska masa: 263,13 g/mol 
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Sinteza 3-(benziloksi)-N,N-dioktilanilina (19) (Buchwald-Hartwigova reakcija) 
 
 
Postopek 
V bučko smo natehtali Pd2(dba)3 (69,6 mg), RuPhos (35,4 mg) in K
+OtBu (2,8 eq, 1,53 
g). Nato smo bučko dobro prepihali z argonom in dodali dioktilamin (10,6 mmol; 1,4eq; 
3,2 mL), spojino 18 (7,6 mmol; 2 g) in brezvodni toluen (20 mL). Reakcijsko zmes smo 
mešali 3 ure na oljni kopeli pri 110 °C. Reakcijsko zmes smo ohladili in ji dodali EtOAc 
(100 mL) in sprali z vodo (3× 30 mL), nato z nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Organsko 
fazo smo uparili pod znižanim tlakom in potrdili nastanek prave spojine s TLC. Produkt 
smo očistili s kolonsko kromatografijo, uporabili smo mobilno fazo EtOAc:heksan = 
1:15. Čistoto frakcij smo preverili s TLC in čiste frakcije uparili pod znižanim tlakom.   
Izgled: rumena viskozna tekočina  
Izkoristek: 95% (1,9 g) 
Rf (EtOAc:heksan = 1:10) = 0,85 
Molekulska formula: C29H45NO  
Molekulska masa: 423,69 g/mol 
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Sinteza 3-(dioktilamino)fenola (20) 
 
 
Postopek 
Spojino 19 (1,9 g) smo raztopili v EtOAc (20 mL), dobro prepihali z argonom in dodali 
paladij na ogljiku (0,19 g; 10 % (w/w)). Bučko smo nato prepihovali z vodikom ob 
stalnem mešanju na magnetnem mešalu in tako pustili čez noč. Po enem dnevu smo 
preverili potek reakcije. Ker izhodna spojina še ni v celoti zreagirala, pustimo mešati še 
en dan. Ko je reakcija potekla, smo reakcijsko zmes najprej prepihali z argonom nato pa 
aktivno oglje odstranili s filtracijo. Filtratu smo uparili topilo pod znižanim tlakom. Glede 
na analizo TLC je produkt ustrezal standardu.  
Izgled: viskozna temno bordo tekočina 
Izkoristek: 84% (1,59 g) 
Rf (EtOAc:heksan = 1:10) = 0,35 
Molekulska formula: C22H39NO 
Molekulska masa: 333,56 g/mol 
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Sinteza 4-(dioktilamino)-2-hidroksibenzaldehida (21) 
 
 
Postopek 
V suho bučko smo dali magnetek in jo dobro prepihali z argonom. Z brizgo smo dodali 
brezvodni DMF (12 mL) in med mešanjem ohladili na ledeni kopeli. Za tem smo z brizgo 
počasi po kapljicah dodali še POCl3 (47,219 mmol; 10,5 eq; 4,3 mL) in pustili mešati na 
ledu še 5 minut. Reakcijsko zmes smo potem mešali pri sobni temperaturi in dodali fenol 
20 (4,497 mmol; 1,5 g), ki smo ga pred tem raztopili v DMF (10 mL). Bučko smo dali na 
oljno kopel in pustili mešati 2 uri pri temperaturi 75 °C (pod argonom). Po 2 urah smo 
nastali produkt izolirali. Reakcijsko zmes smo prelili v čašo s 150 mL EtOAc in 150 mL 
vode. Med mešanjem smo nato počasi dodajali Na2CO3 (13 g), da smo nevtralizirali HCl 
in H3PO4. Preverili smo pH, ki mora biti okoli 7, nato z lijem ločnikom izolirali organsko 
fazo. Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in filtrirali. Potek reakcije smo preverili s TLC. 
Produkt je bil precej čist, vendar smo ga vseeno raje še dodatno očistili s kolonsko 
kromatografijo. Uporabili smo mobilno fazo EtOAc:heksan = 1:6. Čistoto frakcij smo 
preverili s TLC in čiste frakcije uparili pod znižanim tlakom.   
Izgled: rjava viskozna tekočina  
Izkoristek: 54% (816 mg) 
Rf (EtOAc:heksan = 1:6) = 0,63 
Molekulska formula: C23H39NO2 
Molekulska masa: 361,57 g/mol 
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Sinteza etil 7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-karboksilata (22) 
 
 
Postopek 
Aldehid 21 (2,041 mmol; 0,740 g) smo raztopili v brezvodnem EtOH (30 mL), dodali 
dietil malonat (6,123 mmol; 3 eq; 475 μL) in piperidin (200 μL). Zmes smo mešali na 
oljni kopeli pri temperaturi refluksa, 95 °C, čez noč. Naslednji dan smo potek reakcije 
preverili s TLC. Nastal je ester 22, topila nismo uparili, ampak smo nadaljevali sintezo 
kar z reakcijsko zmesjo.  
Izgled: oranžno-rjavo olje  
Izkoristek: 100%  
Rf (EtOAc:heksan = 1:6) = 0,20 
Molekulska formula: C28H43NO4 
Molekulska masa: 457,66 g/mol 
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Sinteza etil 7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-karboksilne kisline (23) 
 
 
Postopek 
Spojini 22 (12 mmol) smo na sobni temperaturi po kapljicah dodali 1 M NaOH (24 mmol, 
960 mg) in potem mešali na oljni kopeli s temperaturo 50 °C čez noč. Naslednji dan smo 
zmes odstavili iz kopeli in na sobni temperaturi dodajali 1 M HCl do pH 2-3. K reakcijski 
zmesi smo dodali 70 mL EtOAc in 100 mL vode ter izolirali organsko fazo z lijem 
ločnikom. Organsko fazo smo še sprali z vodo (30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 
mL). Organsko fazo smo nato uparili pod znižanim tlakom. Dobili smo temno rjavo olje. 
Izgled: temno rjavo olje 
Izkoristek: 143% (1,058 g) 
Rf (EtOAc:heksan = 1:6) = 0,0 
Molekulska formula: C26H39NO4 
Molekulska masa: 429,60 g/mol 
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Sinteza 7-(dioktilamino)-2H-kromen-2-ona (24) 
 
 
Postopek 
Postopek je prirejen glede na predpis iz članka. (13)  
Kislino 23 (1,058 g) smo raztopili v vodi (10 mL) in 18% HCl (20 mL) ter dali bučko 
segrevati na oljno kopel pri 130 °C. Naslednji dan smo reakcijsko zmes najprej 
nevtralizirali, nato smo produkt ekstrahirali z EtOAc (50 mL). Organski fazi smo uparili 
topilo in s TLC preverili nastanek produkta. Na ploščici smo opazili močno 
fluorescirajočo liso, ki bi lahko predstavljala naš produkt. Produkt smo zaradi prisotnosti 
nečistot dodatno čistili še s kolonsko kromatografijo. Uporabili smo mobilno fazo 
C4H8O2:C6H14 = 1:6. Čistoto frakcij smo preverili s TLC in čiste frakcije uparili pod 
znižanim tlakom.   
Izgled: viskozna rjava tekočina 
Izkoristek: 12% (127 mg) 
Rf (EtOAc:heksan = 1:6) = 0,46 
Molekulska formula: C25H39NO2 
Molekulska masa: 385,59 g/mol 
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Sinteza 7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-karbaldehida (25) 
 
 
Postopek 
Postopek je bil enak kot pri sintezi spojine 21. Izolacija spojine prav tako. Potek reakcije 
smo preverili s TLC. Na ploščici smo opazili rahlo nižjo liso, ki bi lahko bil naš produkt. 
Odločili smo se, da nadaljujemo z zadnjo stopnjo sinteze.  
Izgled: / 
Izkoristek: 115% (146 mg) 
Rf (EtOAc:heksan = 1:6) = 0,34 
Molekulska formula: C26H39NO3 
Molekulska masa: 413,60 g/mol 
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Sinteza 3-(4-metilkinolin-1-ium-1-il)propan-1-sulfonata (26) 
 
 
Postopek 
Presežek 1,3-propansultona (2,87 mmol; 400 mg) smo raztopili v DKM (10 mL). Dodali 
smo lepidin (2,87 mmol; 380 μL) in pustili mešati čez noč pod refluksom pri 40 °C. 
Naslednji dan smo s TLC potrdili nastanek produkta. Uparili smo topilo in trden 
zaostanek prelili z dietiletrom (3 × 20 mL). 
Izgled: bel prah 
Izkoristek: 105% (817 mg) 
Rf (EtOAc:heksan = 1:6) = 0,0 (sol ne potuje)  
Molekulska formula: C13H15NO3S 
Molekulska masa: 265,33 g/mol 
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Poskus sinteze končne spojine (E)-3-(4-(2-(7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-
il)vinil) kinolin-1-ium-1-il)propan-1-sulfonata (27) 
 
 
Postopek 
Spojino 26 (0,340 mmol; 150 mg) smo raztopili v EtOH (10 mL), dodali preračunano 
količino reagenta 25 (0,5095 mmol; 1,5 eq; 135 mg) in piperidin (10 μL). Zmes smo dali 
na oljno kopel in mešali pri 60 °C ter spremljali potek reakcije s TLC. Čez nekaj ur je 
nastala rdečkasto obarvana spojina. Naredili smo TLC in opazili nastanek rdeče 
fluorescirajoče lise, ki bi lahko bila naš produkt. Po 2 dnevih mešanja se je reakcijska 
zmes obarvala sivo, na TLC pa lise ni bilo več opaziti. Najverjetneje končni produkt ni 
nastal oz. je razpadel.  
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4.4.  MERITVE FLUORESCENCE  
Po končanih sintezah smo izvedli še meritve fluoroforov, ki smo jih uspešno sintetizirali. 
Vzorce smo za merjenje pripravili tako, da smo jih ustrezno razredčili z EtOH do 
koncentracije 10-7 M. Opravili smo meritve 3 vzorcev, in sicer spojin 5, 7 in 11. 
Ekscitacijske spektre smo označili z rdečo barvo, emisijske pa z modro. Vse spektre smo 
za lažjo primerjavo tudi normalizirali na maksimalno vrednost 1.  
4.4.1. Derivata nilsko rdečega 
 
Slika 12. Normaliziran ekscitacijski (rdeče) in emisijski (moder) spekter spojine 5 
 
Slika 13. Normaliziran ekscitacijski (rdeče) in emisijski (moder) spekter spojine 7 
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Tako ekscitacijski kot emisijski spekter sta bila pri obeh prikazanih spojinah zelo 
podobna. To dokazuje, da različni substituenti na kinolinskem delu obroča ne igrajo 
bistvene vloge pri fluorescenci spojin. Pri spojini 7 smo opazili le malenkost večji 
Stokesov premik. Ugotovili smo, da sta obe modifikaciji nilsko rdečega barvila privedli 
do zvišanja valovne dolžine emisije in s tem uspeli doseči naš cilj. Ključna je bila uspešna 
rigidizacija amino skupine in dodatna dvojna vez, zato obe spojini emitirata tudi nad 775 
nm (imata tako imenovani ''rep'') in sta posledično ustrezni za STED mikroskopijo.   
4.4.2. Derivat nilsko modrega  
 
Slika 14. Normaliziran ekscitacijski (rdeče) in emisijski (moder) spekter spojine 11 
Pri spojini 11 smo ugotovili, da ekscitira blizu 640 nm, torej smo z modifikacijami uspeli 
premakniti ekscitacijski spekter do želene valovne dolžine. Kljub prosti amino skupini je 
pri 775 nm prisotno veliko emisije, torej je spojina primerna tudi za testiranje s STED 
mikroskopijo. Stokesov premik je bistveno manjši kot pri derivatih nilsko rdečega.   
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA  
5.1.  SINTEZE 
5.1.1. Sinteze derivatov nilsko rdečega  
Sinteza spojine 5 je potekala v 5 stopnjah, medtem ko je sinteza spojine 7 potekala le v 2 
stopnjah. V drugem primeru smo namreč že imeli predhodno sintetizirano spojino A, ki 
smo jo v prvi stopnji le pretvorili v nitrozo obliko, druga stopnja pa je bila enaka kot 
zadnja stopnja v sintezi spojine 5. Sintezo spojine 5 smo pričeli s sintezo kinolinskega 
obroča z acetonom in indijevim(III) kloridom kot katalizatorjem. Reakcija je potekla 
dobro, saj je zreagirala vsa izhodna spojina. Nadaljevali smo z metiliranjem sekundarnega 
amina s halogenoalkanom – MeI, slednji je zelo močno metilirno sredstvo, vendar zaradi 
šibke nukleofilnosti aromatskega amina drugih možnosti nismo imeli. Pri dodajanju MeI 
smo morali biti zelo pozorni, saj le-ta draži sluznice, je toksičen in kancerogen, zato smo 
pred izolacijo v zmes dodali amonijak, ki je reagiral s presežkom MeI. Tretjo stopnjo je 
predstavljalo dealkiliranje z borovim tribromidom (BBr3). Za cepitev metilnega etra 
navadno uporabljamo HBr (vodno raztopino ali v ocetni kislini) ali BBr3. V predhodnih 
magistrskih nalogah so večkrat poskusili s HBr, a neuspešno, medtem ko je reakcija 
uspešno potekla z BBr3 (raztopina v diklorometanu). Ker je to eksotermna reakcija, smo 
zmes mešali na ledeni kopeli pri – 20 °C. Reakcija je potekla brez zapletov in nadaljevali 
smo s 4. stopnjo – nitrozilacijo obroča na mestu 6.  
V zadnji stopnji sinteze obeh spojin smo nitrozo produkte združili z 1-naftolom, da smo 
dobili končne benzofenoksazinske obroče. Uporabili smo sintezni postopek iz literature 
in kot topilo uporabili toluen, reakcijsko zmes pa segrevali pri 120 °C. Izkoristki reakcij 
so bili relativno nizki (10,4% in 26,8%), deloma zaradi nižjih količin izhodnih snovi, 
deloma pa najverjetneje zaradi topila. Smiselno bi bilo poskusiti z DMF, saj slednji bolje 
raztaplja reagente, vendar smo imeli premalo izhodnih spojin, da bi lahko optimizirali 
reakcijske pogoje.  
5.1.2. Sinteze derivatov nilsko modrega  
Pri sintezah spojin 11, 14, 15 in 17 smo najprej sintetizirali derivate 1-naftilamina, nato 
pa še kinolinske derivate z nitrozo in fenolno skupino, ki smo jih v končnih stopnjah 
sintez poskušali pretvoriti v želene produkte. Pri teh reakcijah smo se srečali z različnimi 
težavami, ki so navedene v nadaljevanju.  
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Sintezo spojine 11 smo začeli s sintezo 1-naftilaminskega derivata 9, ki smo ga 
sintetizirali v dveh stopnjah. V prvi stopnji po postopku iz literature, ki je lepo uspel, v 
drugi stopnji pa z odstranitvijo estrske skupine z 2 M NaOH pri povišani temperaturi, da 
smo reakcijo pospešili. Dobili smo karboksilno kislino in jo združili s surovim produktom 
10, ki smo ga sintetizirali z nitrozilacijo. Domnevali smo, da bomo kot končno spojino 
prav tako dobili karboksilno kislino, vendar smo ugotovili, da je nastal metilni ester. 
Vzrok za to je najverjetneje uporaba MeOH kot topila in HCl, ki je služil kot katalizator 
esterifikacije. Težavo smo poskušali rešiti z bazično hidrolizo. Z 1 M NaOH smo 
ugotovili, da je večji del izhodne spojine že reagiral, nato smo pustili mešati še kakšno 
uro. Naš zaključek je bil, da je sonde s karboksilnimi kislinami težko sintetizirati, saj 
velika večina predpisov, ki so na voljo, uporablja MeOH oz. EtOH. Glede na to, da je 
reakcija do nilsko rdečih derivatov potekla v toluenu in da se lahko izvaja tudi v DMF, bi 
lahko poizkusili z omenjenima topiloma. Vendar smo sintezo nilsko modrih derivatov 
izvajali na začetku magistrske naloge, medtem ko smo uspešno sintezo do nilsko redčih 
derivatov izvedli ob koncu magistrske naloge. Poleg tega je bistvena razlika med nilsko 
rdečimi in nilsko modrimi derivati v tem, da so prvi brez naboja, drugi pa imajo 
permanentni pozitivni naboj. To onemogoča kakršno koli ekstrakcijo, na ta način smo 
večkrat odstranili slabo hlapna polarna topila kot sta DMSO in DMF. Zato je izolacija 
nilsko modrih derivatov bistveno težja. 
Spojine 14, 15 in 17 smo poskušali sintetizirati z različnimi že sintetiziranimi enostavnimi 
fenoli, ki smo jih imeli na voljo. Za sintezo spojine 14 smo najprej z Buchwald-
Hartwigovo reakcijo sintetizirali 1-metil-4-(naftalen-1-il)piperazin (12). Kot vir paladija 
smo uporabili Pd2(dba)3, kot ligand RuPhos, kot bazo natrijev butoksid in toluen kot 
topilo. Reakcija je potekla brez težav.  
 
Slika 15. Splošna shema Buchwald-Hartwig-ove reakcije 
V vseh treh primerih smo fenole nato aktivirali z uvedbo NO skupine. Isto spojino 12 
smo uporabili tudi v sintezi benzofenoksazina 17, vendar smo jo pred uporabo še 
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pretvorili v sol, saj smo v sintezi spojine 14 ugotovili, da je reagent 12 najverjetneje zaradi 
prostega amina nevtraliziral reakcijsko zmes oz. so na aminu potekle stranske reakcije. 
Kadar pa je amin v obliki soli, je manjša verjetnost, da vstopi v reakcijo. Za sintezo 
spojine 15 smo uporabili dikloridno sol N1-(naftalen-1-il)propan-1,3-diamina. Sinteze 
vseh treh končnih spojin najverjetneje niso uspele iz podobnih razlogov. Ugotovili smo, 
da izhodni fenoli A, B in 6 niso bili dovolj čisti. Šlo je za reagente, ki jih je tekom 
magistrske naloge pripravil Alan Godec in so verjetno v tem času že delno oksidirale, 
zato bi jih morali pred uporabo očistiti s kolonsko kromatografijo. To smo storili pred 
sintezo nilsko rdečih derivatov, zato je bila rekacija uspešna. Naslednja težava je nastala 
pri tvorbi nitrozo spojin. Ta reakcija poteka v mešanici alkohola in vode, ki mora biti 
takšna, da topi fenol, ki vstopa v reakcijo in NaNO2, ki se s HCl pretvori v HNO2, ki je 
nitrozilirno sredstvo. Na začetku naše magistrske temu nismo posvečali prav velike 
pozornosti, zato smo verjetno nitrozilirali le manjši del fenola, ker se fenol ali NaNO2 ni 
ves raztopil. Pri sintezi spojine 17 smo predvidevali tudi možen nastanek dimera, torej da 
sta dve molekuli fenola reagirali med sabo, kar je v svoji magistrski nalogi ugotovil tudi 
Alan Godec. Pri reakciji je namreč velikokrat nastala modro obarvana snov, ki pa je imela 
previsok Rf glede na predviden produkt, žal smo ta produkt med izolacijo zavrgli. 
 
Slika 16. Potencialni stranski produkt pri sintezi spojine 17 - dimer  
5.1.3. Sinteze derivatov kumarinov  
Naša sinteza membranske sonde na osnovi kumarina je vsebovala 9 stopenj. Do 7. stopnje 
je sinteza potekala brez posebnosti, saj smo spojine re-sintetizirali po eksperimentalnih 
postopkih, ki so že bili enkrat preverjeni v laboratoriju. Spojine 23 smo imeli precej na 
voljo (cca 1 g), vendar se nam je v naslednji stopnji zataknilo. Postopek smo vzeli iz 
literature in spojino 23 raztopili v mešanici vode ter 18 % HCl. Zmes smo mešali na 
kopeli pri 130 °C. Po ekstrakciji spojina ni bila dovolj čista, zato smo jo dodatno čistili 
še s kolonsko kromatografijo. Po končnem čiščenju je bil izkoristek izjemno majhen (3,8 
%), zato smo se odločili, da v nadaljnji sintezi uporabimo vso spojino, pri čemer nismo 
uspeli nedvoumno potrditi, da imamo pravo spojino. V 8. stopnji smo želeli na obroč 
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uvesti aldehidno skupino z Vilsmeier-Haackovo reakcijo. Pri tej reakciji je DMF najprej 
reagiral s POCl3, da smo dobili kloroiminijev ion oz. Vilsmeierjev reagent, ki je potem 
reagiral z aromatskim obročem. Dobili smo bistveno več produkta, vendar po NMR 
analizi nismo bili prepričani o pravilnosti strukture. Kljub temu smo se odločili, da sintezo 
brez izolacije dokončamo. V zadnji stopnji smo oba reagenta raztopili v EtOH, dodali 
100 μL piperidina (katalizator) in mešali na oljni kopeli pri 60 °C. Reakcijo smo 
opazovali in že precej hitro se je barva zmesi spremenila v rdečkasto. Vzeli smo vzorec 
in na TLC opazili nastanek rdeče fluorescirajoče lise. Zmes smo pustili mešati 2 dni, da 
bi reagiralo čim več izhodne spojine. Tukaj smo naredili napako, saj je spojina po tem 
času postala sive barve, na TLC pa je rdeča lisa izginila. V primeru, da je bila izhodna 
spojina 26 prava, smo domnevali, da je naš končni produkt razpadel. V primeru, da 
izhodna ni bila prava, produkt najverjetneje ni nastal. Zaradi nizkega izkoristka v 7. 
stopnji smo bili omejeni s količino surovega produkta in nismo imeli možnosti 
preizkušanja različnih reakcij, ki bi vodile do končnega produkta. Problem je bil 
najverjetneje tudi v nečistoti spojin, saj smo zaradi majhne količine spojin sintezo 
nadaljevali brez čiščenja s kolonsko kromatografijo. Smiselno bi bilo ponoviti 7. stopnjo 
sinteze. V literaturi bi lahko poiskali drugo možnost sinteze enakega produkta, ki bi imela 
večji izkoristek, da bi dobili več končnega produkta in bi ga lahko posledično tudi bolje 
očistili.  
 
Slika 17. Potek Vilsmeier-Haackove reakcije  
5.2.  SPEKTROSKOPSKE LASTNOSTI KONČNIH SPOJIN  
Ker smo v magistrski nalogi delali s fluorofori in barvili, smo lahko pričakovali obarvane 
produkte. Po končanih sintezah smo tako opazovali tudi zanimive organoleptične in 
spektroskopske lastnosti naših končnih spojin.  
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Tako nilsko modro kot nilsko rdeče barvilo imata zanimive lastnosti. Obe barvili sta 
občutljivi na okolje. To v splošnem pomeni, da se jima glede na njuno mikrookolje 
(polarnost) spreminjata barva in/ali intenziteta fluorescence. Te lastnosti so zelo ugodne, 
saj nam npr. pri celičnem opazovanju omogočajo razlikovanje med celičnimi strukturami 
(natančneje membran) z zgolj enim barvilom. Takšnim barvilom rečemo tudi 
solvatokromna barvila. Ker smo pri sintezah izhajali ravno iz teh dveh barvil, smo 
pričakovali, da bodo tudi naše spojine imele podobne lastnosti.  
Spojina 11 je bila na vidni svetlobi intenzivne temno modre barve, kar smo tudi 
pričakovali, saj smo izhajali iz nilsko modrega barvila, ki je pri visokih koncentracijah 
temno modro. Preizkusili smo tudi njeno občutljivost na okolje, pri čemer se je izkazalo, 
da si derivat z osnovnim barvilom ne deli istih lastnosti. Naš derivat se je v vseh topilih 
obarval modro. Pod UV lučko pri 366 nm je v MeOH svetil zelo šibko rdeče, ker je večji 
del emisije že v IR območju, ki ga z očesom ne zaznamo. 
 
Slika 18. Spojina 11 v MeOH (koncentracije od leve proti desni: 1000 ppm, 50 ppm, 5 
ppm) 
Tudi za spojini 5 in 7, ki izhajata iz nilsko rdečega barvila, smo ugotovili, da sta občutljivi 
na okolje. Obe spojini sta se v različnih topilih obarvali drugače in hkrati fluorescirali z 
drugačnimi barvami. Različno obarvanost spojin lahko opazujemo na slikah 19 in 20.  
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Slika 19. Spojina 5 v vodi, metanolu, acetonu in heksanu (od leve proti desni) na vidni 
svetlobi (leva) in pod UV svetlobo pri 366 nm (desna) 
Spojina 5 je bila v trdnem stanju temno modre barve, v vodi se je rahlo razbarvala, pod 
UV svetlobo pa ni praktično nič emitirala. V MeOH se je obarvala vijolično, pod UV pa 
je svetila rahlo rožnato. V acetonu je bila intenzivne fuksija barve, pod UV pa je emitirala 
rdeče. V najbolj nepolarnem topilu – heksanu – se je na vidni svetlobi obarvala marelično 
roza, pod UV pa je svetila močno svetlo oranžno.  
 
Slika 20. Spojina 7 v vodi, metanolu, acetonu in heksanu (od leve proti desni) na vidni 
svetlobi (leva) in pod UV svetlobo pri 254 nm (desna) 
Spojina 7 je bila v trdnem stanju temno vijolične barve, v vodi pa se je prav tako 
razbarvala in pod UV lučjo ni svetila. V MeOH se je tako kot spojina 5 obarvala vijolično, 
pod UV pa svetila rdeče. V acetonu se je obarvala temno roza, pod UV pa prav tako 
svetila z roza-rdečo barvo. V heksanu se je obarvala nežno oranžno, pod UV pa je svetila 
močno rumeno.  
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Do opazovanih razlik v barvah je prišlo zaradi velikih sprememb v dipolnih momentih 
med ekscitacijo fluorofora. Fluorofor ima navadno v svojem vzbujenem stanju večji dipol 
kot v osnovnem stanju. Molekule topila se morajo zato v vzbujenem stanju re-orientirati 
okoli dipolnega momenta fluorofora, kar posledično zniža energijo vzbujenega stanja. 
Dipol-dipol interakcije in specifične interakcije (vodikove vezi) molekul fluorofora z 
molekulami topila povzročijo spremembo v energiji elektronskih stanj in posledično 
premaknejo maksimum ekscitacije in emisije. Z večjo polarnostjo topila je tudi ta efekt 
večji, kar vodi do emisije pri nižjih energijah oziroma daljših valovnih dolžinah. Namreč 
večji kot je dipolni moment topila, več energije se porabi za reorientacijo molekul topila, 
tako da so nato dipolni momenti topila in fluorofora poravnani. Večji dipolni moment 
molekule fluorofora pomeni daljšo valovno dolžino pri maksimumu spektra.  
Na žalost nam čas ni dopuščal, da bi ugotovitve o lastnostih sintetiziranih fluoroforov še 
dodatno potrdili, saj smo uspeli posneti zgolj spektre fluoroforov raztopljenih v EtOH. 
Smiselno bi bilo namreč posneti tudi ekscitacijske in emisijske spektre v drugih, različno 
polarnih topilih ter jih primerjati med seboj.  
Derivata nilsko rdečega 5 in 7 smo poslali še na dodatne analize na Institut Jožef Stefan. 
Tu so ju dodali tekočim kristalom 5CB in nato urejenost tekočega kristala posneli s 
tehniko STED. Ugotovili so, da se obe spojini dobro raztapljata v tekočih kristalih 5CB 
in tudi, da sta obe sondi uporabni za STED tehniko. Spojini smo torej uspešno načrtovali, 
saj smo pričakovali, da se bodo molekule fluoroforov vezale s kristali na račun močnih 
π-π interakcij med aromatskimi obroči. Ker sta se tako obe spojini izkazali za zelo 
uporabni pri označevanju tekočih kristalov, jih bodo preizkusili tudi na drugih strukturah, 
in sicer lipidnih kapljicah v celicah.   
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6. SKLEP 
V sklopu magistrske naloge smo poskušali sintetizirati derivate nilsko rdečega in nilsko 
modrega barvila ter membransko sondo na osnovi kumarinskega skeleta. Uspelo nam je 
sintetizirati tri končne spojine, od katerih smo dva derivata nilsko rdečega poslali na Institut 
Jožef Stefan na analizo s STED spektroskopijo. Tretjo spojino – derivat nilsko modrega – 
smo predali kolegom na Fakulteti za Farmacijo, kjer bodo njen konjugat z zaviralcem 
uporabili pri encimskem testu. 
Derivata nilsko rdečega smo sintetizirali brez težav. V obeh primerih smo po snemanju 
ekscitacijskih in emisijskih spektrov ugotovili, da smo dosegli želene spektroskopske 
lastnosti za mikroskopijo z vzbujenim praznjenjem emisije. Na Institutu Jožef Stefan so bili 
s sondama zelo zadovoljni, saj sta se obe spojini uspešno vmešali v tekoče kristale in bosta 
najverjetneje pripomogli k nadaljnjemu raziskovanju le teh. Prav tako potekajo poskusi z 
označevanjem lipidnih kapljic v celicah. 
Pri sintezah derivatov nilsko modrega na žalost nismo bili tako uspešni. Pojavile so se 
predvsem težave s čistoto izhodnih spojin, ki so vplivale na nadaljnji potek sintez. Le v 
primeru spojine 11 smo se uspeli približati našemu cilju, vendar z zelo velikimi težavami. V 
sintezi smo uporabili topila, ki jih navaja literatura (MeOH, EtOH) in prišli do zaključka, da 
je sinteza karboksilnih derivatov nilsko modrega v teh pogojih zelo neugodna, saj nastajajo 
pri sintezi estri. Dodaten korak cepitve estra pa zmanjša izkoristke.  
Sinteza derivata kumarina nam je do določene stopnje potekala gladko in brez težav, saj smo 
pravzaprav izvedli v literaturi že opisano re-sintezo. V naslednjih stopnjah pa smo imeli 
prenizke izkoristke, da bi lahko poskušali z različnimi sinteznimi pristopi, kar je vodilo do 
neuspešne sinteze končnega produkta. V tem primeru bi bilo smiselno sintezo ponoviti, oz. 
poskusiti optimizirati težavne stopnje na kakšni enostavnejši spojini. 
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